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APRESENTACAO

A necessidade de ser um profissional cada dia mais capacitado passa pelo
compromisso do estudo constante e pela oportunidade de acesso a um material
atualizado e de qualidade, é com esse proposito que vem o langamento desse e-book
“A Pesquisa nos Diferentes Campos da Medicina Veterinaria”, com texto escrito
de forma clara e direta, trazendo muitos assuntos atuais no campo da medicina
veterinaria, proporcionando ao leitor uma viagem cientifica e agradavel, pelo cuidado
gue os autores dos capitulos tiveram em convidar especialistas com longa experiencia
em cada area a ser abordada.

Os assuntos séo diversos para facilitar atualizagao dos leitores, que precisam
saber de temas como: homeopatia e imunidade em gado leiteiro, bem-estar dos
equideos, visceras de bovinos na alimentacdo, 0leo de neem para Chrysomya
megacephala, babesiose em cées, mormo, pesquisa do virus zika e alfavirus,
leishmaniose visceral, habronemose cutanea, topografia vertebromedular de cateto e
sertolioma benigno em cao. A abordagem de cada tema traz uma pesquisa minuciosa
pelos principais artigos da area, propiciando uma facil revisédo sobre os temas, tornando
essa obra uma fonte cientifica nas mais diversas areas da ciéncia animal.

Os estudantes e profissionais da area hoje sofrem em busca de uma fonte
revisada e cientifica, pois, a internet nem sempre entrega um material revisado por
pesquisadores da area de estudo. O que deixa esse livro ainda mais interessante, por
ser uma obra baseada em pesquisa, e referencias confiaveis no mundo cientifico da
medicina veterinaria. Sendo o e-book esclarecedor para todos que desejam estudar
0S assuntos aqui expostos.

Alécio Matos Pereira
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CAPITULO 7
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A Pesquisa nos Diferentes Campos da Medicina Veterinaria

RESUMO: Realizou-se um estudo retrospectivo
para pesquisa de alfavirus e VZIK em amostras
biologicas de PNH recebidas na Secdo de
Arbovirologia e Febres Hemorragicas (SAARB)
do Instituto Evandro Chagas, como demanda
espontanea da vigilancia da febre amarela
no Brasil, em 2015. Todas as amostras foram
submetidas a extracdo de RNA, utilizando o
método do Trizol Plus (kit Ambion, Invitrogen),
seguindo as instru¢bes do fabricante. Para
pesquisa do genoma de alfavirus, adotou-
se 0 método de PCR convencional, usando
primers género-especificos, enquanto o RT-
gPCR foi utilizado para pesquisa dos virus
chikungunya e Mayaro e pesquisa do VZIKk,
apenas sob condicéo de positividade no PCR
convencional para alfavirus. Foram analisados
78 PNH, das regides Norte, Nordeste, Centro-
oeste, Sul e Sudeste do Brasil. As amostras
foram escolhidas aleatoriamente. A pesquisa
para Alfavirus e VZIK apresentaram 100% das
amostras negativas para esse alvo viral. Este
estudo apresenta grande relevancia no que
diz respeito a circulagcéo de diversos arbovirus
simultaneamente, principalmente dos Flavivirus
e Alphavirus, no territorio brasileiro e pelo fato
dos PNH serem um dos principais animais
vertebrados participantes dos ciclos enzodticos
desses virus. Ainda que os resultados tenham
sido negativos, ndo se pode descartar a

importancia deste estudo retrospectivo de
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arbovirus em PNH, como uma oportunidade de acrescentar mais informacdes sobre a
epidemiologia de virus do género Alphavirus no territorio brasileiro. Uma vez que, na
literatura existem relatos da detecc¢ao de algumas espécies desse género em primatas
nao humanos, alertando ainda mais a necessidade de mais estudos nessa area.
PALAVRAS-CHAVE: Arboviroses; Epidemiologia; Primatas; Zoonoses.

RETROSPECTIVE STUDY FOR RESEARCH OF ZIKA VIRUS AND ALPHAVIRUS IN
SAMPLES OF NON-HUMAN PRIMATES, IN 2015, IN BRAZIL

ABSTRACT: Was performed a retrospective study for detecion of Alphavirus and Zika
virusin biological samples from non-human primates. The samples wasreceived in 2015,
in the Section of arbovirology and hemorragic fevers from Evandro chagas institute,
coming from yellow fever surveillance system in Brazil. All the samples was submitted
to RNA purification using the Trizol Plus method (Kit ambion invitrogen) following the
manufacturer’s instructions. To the research of Alphavirus, we adopted the RT-PCR
method using specific gener primers. The detection of Zika virus was performed using
the RTgPCR real time. 78 non-human primates were analyzed from regions of the
north, northeast, South, midwest and southeastern of Brazil. All samples presented
negative results to the Alphavirus and Zika virus. The presente study presented high
relevance about the arbovirus circulation in Brazil, especially because the non-human
primates are the main vertebrade animals that participates in the enzootic cycles of
arboviruses. The negative results do not discard the importance of this retrospective
study about arbovirus and non-human primates, because this is an opportunnity to
introduce more information about the Alphavirus e Zika virus epidemiology in Brazilian
territory, and colaborate to the many studies recently published, that relates detection
of Alphavirus in non-human primates in Brazil, warning the need of studies about this
dinamyc.

KEYWORDS: Arboviruses; Epidemiology; Primates; Zoonoses.

11 INTRODUCAO

Os arbovirus séo transmitidos por vetores artropodes hematédfagos infectam
hospedeiros vertebrados suscetiveis. Sado considerados um sério agravo de saude
publica, cujo quadro clinico pode variar desde uma doenca febril inespecifica a
sindrome neurolégica (CASSEB; SILVA; VASCONCELQOS, 2013).

S&o virus que se mantém na natureza por meio de ciclos enzodticos, no qual
envolve hospedeiros vertebrados, como pequenos mamiferos, aves, primatas e seres
humanos, e uma infinidade de vetores artropodes, com destaque para o mosquito do
género Aedes sp e 0 Culex sp. (FIGUEIREDO, 2007).

A acdo do homem nesse ambiente pode modificar as condi¢des naturais e
favorecer a dispersdao dos virus, uma vez que tais mudancas podem estabelecer

A Pesquisa nos Diferentes Campos da Medicina Veterinaria Capitulo 7




elementos que facilitem a proliferacao dos vetores. Em geral, 0 homem é um hospedeiro
acidental que se infecta ao adentrar areas de mata para realizar atividades de labuta
ou lazer, exceto nos casos das arboviroses que normalmente ocorrem em area urbana,
como a Dengue (MENEZES et al., 2017).

No ambiente selvagem, os primatas ndo humanos (PNH) estdo entre os
vertebrados que participam do ciclo de manutencéo de certos arbovirus, tais como os
virus da Febre Amarela (VFA), virus Zika (VZIK), virus Chikungunya (VCHIK) e virus
Mayaro (VMAY), sendo muito utilizados como animais sentinelas em diversos estudos,
visto que, a presenca de infeccéo arboviral nesses animais é um indicativo de circulagao
viral em determinado local (MONATH; VASCONCELQOS, 2015). No Brasil, a ocorréncia
de epizootias em PNH é reconhecida como um indicador essencial pelo Ministério da
Saude na vigilancia da febre amarela, onde as mortes desses animais funcionam como
sinalizador do possivel aparecimento da doencga na populagédo humana, possibilitando
a adocédo de medidas profilaticas e de controle (BRASIL, 2014).

Sabe-se que no territério brasileiro ha circulagdo de Flavivirus, como o VZIK e
de arbovirus do género Alphavirus, como VCHIK e VMAY. Diante disso, os PNH sao
essenciais para o monitoramento da circulacéo desses virus, uma vez que, além de
indicar a disperséo viral, possibilita, também, verificar a possivel existéncia de um ciclo
silvestre desses arbovirus em questao (NUNES et al., 2015).

Em 2016, Favoretto e colaboradores detectaram o VZIK em primatas neotropicais
do Nordeste do Brasil, evidenciando a predisposi¢cao destes animais a infeccao pelo
VZIK e a possibilidade deste se estabelecer utilizando os PNH como reservatorio no
Brasil (FAVORETTO et al.,, 2016). Em pesquisas realizadas com PNH, observa-se
a capacidade do virus, de se replicar neste hospedeiro (ONLAMOON et al., 2010),
porém, sem que se apresentem sinais como na infeccdo em humanos considerando
que em PNH, o VDEN, por exemplo, apresenta baixa viremia e por esta razao néo se
observam sequelas a longo prazo em PNH pos- infeccdo (ZOMPI; HARRIS, 2012).

Além disso, os arbovirus apresentam uma alta capacidade de adaptacao a
diversos hospedeiros, sejam vertebrados ou invertebrados, isso gera um alerta para
a possibilidade de PNH serem um potencial reservatério desses virus. Por isso, 0s
estudos epidemioldgicos de vigilancia nesses animais apresentam muita importancia,
considerando sua participacao no ciclo de manutencédo de zoonoses e sua aplicacao
como indicador de circulagéo de determinados arbovirus (FAVORETTO et al., 2016).

Dessa forma, devido a importéncia epidemiologica, realizou-se uma investigacéo
retrospectiva para pesquisa de Alfavirus e virus Zika em amostras biologicas de PNH
recebidas na Secédo de Arbovirologia e Febres Hemorragicas (SAARB) do Instituto
Evandro Chagas, como demanda espontanea da vigilancia da febre amarela no Brasil,
no ano de 2015.
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2 | MATERIAIS E METODOS
SELECAO DAS AMOSTRAS

Foram selecionadas amostras de RNA extraidos anteriormente pela Secéo de
Arbovirologia e Febres Hemorragicas (SAARB). Tais amostras, foram extraidas a partir
de sangue e/ou visceras de 78 PNH, provenientes de varias regides do Brasil, as quais
foram recebidas e processadas na Secdo de Arbovirologia e Febres Hemorragicas
(SAARB) do Instituto Evandro Chagas como demanda espontanea da vigilancia da
febre amarela no Brasil. O RNA total foi extraido das amostras utilizando o método do
Trizol Plus (kit Ambion, Invitrogen), seguindo as instrugdes do fabricante.

As amostras bioldgicas destes PNH foram, em geral, obtidas no contexto de
epizootias e enviadas ao SAARB/IEC para a pesquisa de Febre amarela. Apbs
analise laboratorial, verificou-se que apenas duas amostras de PNH apresentaram
positividade para o VFA. Segundo informagdes colhidas nos oficios de solicitacéao,
0s animais cujas amostras foram enviadas para a SAARB, em sua grande maioria,
pertenciam as espécies como Callithrix penicillata, Callithrix jacchus e Alouatta caraya,
0S quais pertencem a géneros que se apresentam como principais hospedeiros do
VFA. Todavia, nem todos os oficios apresentavam estas informacgdes.

CRITERIO DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidas todas as amostras de PNH recebidas para investigacéo do virus
da Febre Amarela e que obtiveram resultados negativos para esse alvo. Excluiu-se do
estudo, todos os PNH que nao apresentaram quantidade de RNA extraido o suficiente,
para realizac&o dos testes propostos.

RT-PCR QUALITATIVO

Para a deteccdo de genoma de Alphavirus foi empregada a técnica de RT-PCR
convencional utilizando iniciadores género-especificos, com hibridizacdo de regides
conservadas do gene da proteina viral ndo-estrutural nsP1 desse género (quadro 1).

Primer e sondas Sequéncia Referéncia
Alfavirus M2W F YAGAGCDTTTTCGC PFEFFER et al., 1997
AYSTRGCHW
Alfavirus M3W R ACATRAANKGNGT PFEFFER et al., 1997
NGTRTCRAANCCDA
YCC

Quadro 1: Sequéncias dos iniciadores empregadas na detecgao do genoma de Alphavirus pela
técnica de RT-PCR.

Para o controle positivo da reacéo, utilizou-se RNA do virus Mayaro e Pixuna,
arbovirus pertencentes ao género Alphavirus, cedido pelo Laboratério de Biologia
Molecular da SAARB. Foram realizadas diferentes diluicbes, a qual foi a amostra pura
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do controle positivo, uma vez que apresentou melhor visualizagao (figura 1).

MAY MAY MAY PIX 1 PIX1 PIX 1 PIX 2 PIX 2 PIX 2
FURO 140 4400 PpURO 110 1100 PURO 110 4100

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos controles positivos para Alphavirus.

Nota: MAY- virus mayaro; PIX — virus Pixna; PM — peso molecular.
Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Para a transcricdo reversa do DNA complementar (cDNA), foram utilizados o
acido nucléico extraido (7ul), agua ultrapura (2,5ul), iniciador randémico (2,5ul),
deoxinucleotideos trifosfatados (DNTP’s) (1ul), Tampao 5x (4ul), DTT (1ul), inibidor
de RNAse (RNAse OUT) (1ul) e transcriptase reversa (RT; Superscript Ill, Invitrogen).
Todas as amostras, entdo, foram incubadas a 55°C por 60 minutos; a inativagcao da
reacao se deu por aquecimento a 70°C por 15 minutos.

Para a amplificacéo do cDNA, foi realizada para ampliar a regiao do gene nsP1 dos
alfavirus. Utilizou-se cDNA (5ul), tampéao de PCR 10x (5 pL), MgCI2 (1,5 pL), DNTPs
(1 pyL), agua ultrapura (34,5ul), enzima Platinum® Taq DNA polymerase (Invitrogen) (1
uL) e iniciador M2W F (1 yL) e MBW R (1 uL).

A reacao se deu em termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied
Biosystems) e submetida a um ciclo de desnaturacdo 95°C por 30 segundos,
hibridizacdo dos iniciadores a 55°C por 30 segundos e extensédo a 68°C por 2,5
minutos, seguido de um ciclo de extenséo final de 68°C por 5 minutos. Foram inclusos
controles positivos e negativos.

Apb6s a amplificacéo, o produto foi submetido a eletroforese em gel de agarose
a 1,5% em tampéo Tris-Acetato-EDTA 2X, corado com SybrSafe e peso molecular
de 250pb e visualizados em fotodocumentador pelo Software L-PIX- EX (Loccus). As
amostras positivas foram encaminhadas para a realizacédo do RT-qPCR para VCHIK
e VMAY.
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RT-gPCR QUANTITATIVO

A técnica de RT-Qpcr em tempo real foi realizada para investigacéo de VZIK,

VCHIK e VMAY. Aplicaram-se os protocolos ja adotados no laboratoério, os quais foram

utilizados os iniciadores e sondas apresentados no quadro 2.

Primer e sondas Primer e sondas Primer e sondas
Virus Zika AARTACACATACCARAA
:
NV 1086F CAAAGTO GT LANCIOTTI &t al., 2008
Virus Zika TCCRCTCCCYCTYTGGTC
.
ooy et LANCIOTTI et al., 2008
Virus Zika
AGCCTACCTTGACAAGC
,
VZIK ENV 1107p el iely LANCIOTTI et al., 2008
[FAM]
Virus Chikungunya | TCACTCCCTGTTGGACTT .
sl agher T LANCIOTTI et al., 2007
Virus Chikungunya TTGACGAACAGAGTTAG 5
2007
NS4 6981R GAACATACC LANCRIST G, &)
Virus Chikungunya
VCHIK NS4 899p | CCCTOIGAIACAGIGOT |y \eiorTr e at, 2007
TTICGTGTG
[FAM]
Virus Mayaro NSP2
MAYVGPCR — CGCGTGCCATGCGGGGA | IUNOR %&ESTWD‘
| Foward T
! g
V”}:; ﬁ;’;rgRN_SP" CGCCACGGTACGACCAC | JUNIOR CELESTINO,
g g
i i GCA[BHQ!] 2012
R Dy CGCCACGGTACGACCAC | TJUNIOR CELESTINO.
VAL LR GCA[BHQ!] 2012
[FAM] =oie

Quadro 2: Sequéncias dos iniciadores e sondas empregadas na detecgéo do genoma de VZIK,

VCHIK e VMAY pela técnica de RT-gPCR.

O teste foi feito utilizando o kit comercial RT-qPCR SuperScript™ Il Platinum ™

One-Step qRT-PCR (Thermo Fisher Scientific), seguindo as orientacées do fabricante.
As reac6es de RT-PCR foram realizadas no aparelho ABI PRISM 7500 ou 7500 fast
(Applied Biosystem) com andlise pelo programa 7500 versao 2.3., partindo de 5 pL de

RNA total purificado adicionado a uma reacao para volume total de 25 pL.

As reacdes foram definidas para um volume final de 10 pL contendo os seguintes

reagentes: Master Mix (12,5 pL), agua ultrapura (5,5 pL), iniciador R (1 uL), iniciador

F (1 pL), sonda (0,5 uL), enzima Taq Polimerase (lvitrogen) (0,5 pL) e RNA extraido

(5 pL).
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As condic¢des de ciclagem utilizadas foram: 50°C por 30 minutos para o processo
desnaturacado, 95° C por 15 minutos para a RT, seguidos por 45 ciclos de 94° C por
15 segundos e 60°C por 1 minuto sendo estas as temperaturas de anelamento e
amplificacao respectivamente. A analise foi realizada no software 7.500 FAST.

ASPECTOS ETICOS

Por se tratar de material genético ja processado no laboratério de Biologia
Molecular da Secédo de Arbovirologia e Febres Hemorragicas (SAARB), ndo houve
necessidade de submissdo ao Comissdo de Etica no uso de Animais (CEUA).

3|1 RESULTADOS

Foram analisados 78 PNH das regides Norte, Nordeste, Centro-oeste, Sul e
Sudeste do Brasil. Os estados de origem dessas amostras foram Amazonas, Tocantins,
Rio Grande do Norte, Mato Grosso, Goias, Minas Gerais e Rio Grande do Sul (figura
2).

Legenda

[_Jam
Cwr
[ Joco
I Ry
B o
B s
B vc
[__]BRasi

Dados:

Sistema de Coordenadas Geogrificas

Dam: SIRGAS 2000

Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia ¢ Estatistica

Figura 2: Distribuicédo geogréafica do nimero de PNH analisados no estudo.
Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Essas amostras foram escolhidas de maneira aleat6éria que apresentavam
solicitacdo para investigacdo do virus da Febre Amarela nesses PNH, na Secéo de
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Arbovirologia e Febres Hemorragicas (SAARB) do Instituto Evandro Chagas, Belém-
PA, no ano de 2016.

Além disso, segundo informagdes obtidas nos oficios de solicitantes e fichas de
investigacéo, os animais cujas amostras foram enviadas como demanda esponténea
da vigilancia de Febre Amarela no Brasil, em sua grande maioria, pertenciam a espécies
como Callithrix penicillata, Callithrix jacchus e Alouatta caraya pertencentes a géneros
que se apresentam como principais hospedeiros do VFA. Porém, nem todos os oficios
apresentavam estas informacoes.

As amostras de RNA extraido a partir de sangue e/ou visceras dos PNH foram
submetidas a técnica de RT-PCR para a investigacao de Alphavirus. Das amostras
analisadas, 100% né&o houve deteccdo do genoma para virus do género pesquisado.
Dessa maneira, as amostras nao foram submetidas para a deteccdo do genoma do
VCHIK e nem do VMAY.

Para a pesquisa do genoma do VZIK, todas as amostras foram submetidas a
técnica de RT-gPCR e 100% também apresentaram negatividade para o alvo viral.
Logo, todas amostras dos PNH analisadas, obtiveram resultados negativos para a
investigacao dos virus em questao (quadro 3).

- Quantidade y ; RT-PCR RT-qPCR
Regiiio UF de PNH Tipo de amostra Alphavirns VZIK
Cérebro, figado, bago, Nio Nio
Norte AM/TO 16 pool (Pulmfiq, rim e deteciado deteciads
coracao).
Nordeste RN 6 Cet;zll)r(%utl]ngl;io’riblig; ’ NAD P
P - detectado detectado
coracao).
Cérebro, figado, baco 4 .
Centro- Z Vi Nao Niao
oeste GOMT = pool (Pulm? QI detectado detectado
coracao).
Cerebro, figado, bago " "
2 ’ Nio Nio
Sudeste MG 34 pool (Puhnflo, rime detstado dees
COracao).
Sul RS 13 Ceéﬁ?ﬁ%lff%?}ﬁ? . L
P T detectado detectado
COracao).
TOTAL 78

Quadro 3: Quantificagdo das amostras biolégicas de PNH analisadas por RT-gPCR para VZIK e
RT-PCR para Alphavirus, de acordo com regido de procedéncia.

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.
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4 | DISCUSSAO

Este estudo apresenta grande relevancia no que diz respeito a circulacédo de
diversos arbovirus simultaneamente, principalmente dos Flavivirus e Alphavirus, no
territério brasileiro e pelo fato dos PNH serem um dos principais animais vertebrados
participantes dos ciclos enzoéticos desses virus. E valido considerar que determinados
arbovirus apresentam baixa viremia em PNH, motivo este que esses animais pouco ou
até mesmo nédo apresentam sinais da infeccao (ZOMPI; HARRIS, 2012). Por isso, a
importéncia de pesquisas dessa natureza para a investigacéo de arbovirus em animais
sentinelas.

Historicamente, a circulacao de arbovirus em PNH pode ser evidenciada pela sua
participacao no ciclo de manutencéo silvestre de grande parte destes virus (MONATH,
2001). A presenca do VZIK em PNH, foi constatada desde o seu primeiro isolamento
na Africa, no qual foi feito em macaco Rhesus (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). No
que se refere ao territério brasileiro, em abril de 2015, o VZIK foi detectado em PNH
por meio de analise laboratorial que se deu pela aplicacédo de método de RTqPCR em
tempo real, além de sequenciamento genético (FAVORETTO et al., 2016).

Alguns Alphavirus, também possuem uma relagcao proxima com os PNH, tanto
por serem constantemente utilizados como modelos experimentais em estudos
relacionados a estes virus (HAESE et al., 2014), quanto por ja terem sido encontradas
evidéncias sorologicas de Alphavirus em amostras de PNH no Brasil (MOREIRA-
SOTO et al., 2018).

Em estudos de andlise filogenética e de reldgio molecular, sugeriu-se que a
introducéo do VZIK pode ter ocorrido entre maio e dezembro de 2013 (FARIA et al.,
2016). Em contrapartida, o trabalho de Favoretto e colaboradores revelou evidéncia da
circulacéo do VZIK em PNH em abril de 2015, dois anos apés sua introdu¢éo no Brasil,
e dentro de um contexto de epidemia no pais (FAVORETTO et al., 2016), preconizando
a possibilidade destes animais estarem atuando como um novo reservatério.

Assim, fez-se de grande interesse a pesquisa retrospectiva deste arbovirus
nesses animais como uma possibilidade de acrescentar informag¢des que auxiliem na
elucidacao da dinamica de dispersado do VZIK no Brasil.

O contexto de epidemia de VZIK no pais, seguiu-se logo ap6s um surto de
Chikungunya, que se iniciou em 2014 com o primeiro causo autoctone, no estado
do Amapa. A partir dai, naquele mesmo ano, foram detectados 41 casos importados
de infeccdo por VCHIK e 27 casos autdctcones (NUNES et al., 2015). A dispersao
do VCHIK deu-se principalmente em regides turisticas do Brasil, onde tornou-se um
grande desafio para a saude publica, considerando a co-circulagao de VZIK e VDEN,
que dificultava o processo de diagnéstico .O VCHIK é um arbovirus pertencente ao
género Alphavirus, e assim como este, no Brasil, existem varios outros virus deste
mesmo género, causadores de epidemia em humanos e animais, sendo assim de
grande importancia para a saude publica, como é o caso do Virus do Mayaro, que ocorre
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frequentemente na regido central do Brasil, e deve ser considerado em diagnésticos
diferenciais de VZIK, VDEN e VCHIK, em areas onde h& co-circulagéo de arbovirus
(BRUNINI et al., 2017).

Os resultados negativos para o VZIK por RT-qPCR e para os Alphavirus no teste
de RT-PCR nas amostras de PNH analisadas, ndo sao suficientes para garantir que
ndo houve circulacdo destes arbovirus nos estados do Amazonas, Tocantins, Rio
grande do Norte, Rio grande do Sul, Minas gerais e Goias no periodo das coletas das
amostras de PNH, uma vez que a coleta foi realizada em um curto periodo. Ademais,
segundo dados contidos nos oficios, algumas amostras foram coletadas a partir de
animais que morreram no contexto de epizootias, os quais foram encontrados mortos
em estado que poderia comprometer a conservagao do material a ser analisado.

De acordo com nota informativa da secretaria de vigilancia em salde para
procedimentos a serem adotados para a vigilancia da Febre do virus Zika e de outros
arbovirus no Brasil, o tempo ideal de coleta ap6s o 0Obito € de oito & doze horas no
maximo (BRASIL, 2016a), sendo que estas amostras devem ser armazenadas a -70°C
até o processamento (BRASIL, 2016b).

Além disso, o material trabalhado foi recebido em 2015 para que fosse feita
pesquisa de VFA. Embora tenha sido adequadamente armazenado (-70°C) nas
dependéncias do IEC desde o seu recebimento, o material recebido passou, em um
primeiro momento, por descongelamentos a fim de se fornecer informacdes laboratoriais
para a vigilancia epidemiologica de VFA, sendo descongelados novamente um ano
depois para a realizacao desta pesquisa, o que poderia implicar na queda de viremia
presente nessas amostras tornando o material genético viral indetectavel.

Métodos moleculares como o RT-PCR convencional e o RTQPCR em tempo
real, apresentam boa sensibilidade e especificidade, contudo a efetividade destes
ensaios depende do condicionamento adequado das amostras trabalhadas. No caso
de amostras de tecido, sendo desta natureza a maior parte das amostras utilizadas
neste estudo, € preferencial que as amostras sejam processadas imediatamente
apo6s serem obtidas para que ndo haja perda da concentracéo e qualidade do RNA
(MICKE et al., 2006). Apesar do viés do congelamento, a qualidade das amostras
para o processamento por RT-gPCR foi garantida por meio da adocédo do controle
interno enddgeno, por meio do qual foi possivel inferir a partir da sua detecg¢ao, que
as amostras biolégicas estavam aptas para analise, porém, existe a possibilidade de
queda de viremia.

Diferentemente de nosso estudo, Favoretto et al. (2016) podem ter detectado a
presenca do VZIK em PNH, considerando o acompanhamento realizado durante todo
0 processo, desde a coleta do sangue, que foi o material utilizado, até o processamento
pelo RT-gPCR, podendo assim, ter ocorrido maior preservacédo do material genético
dos virus contidos naquelas amostras.

Também é importante analisar que determinados arbovirus apresentam baixa
viremia em PNH, motivo pelo qual se observam pouco ou nenhum sinal de infec¢ao
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nestes animais (ZOMPI; HARRIS, 2012), bem como estudos experimentais de
inoculacéo do VZIK em PNH demonstraram a auséncia de sintomas pés-inoculagéo
(WALDOREF et al., 2016). Este fator somado aos fatores citados anteriormente,
podem dificultar a deteccao viral. Portanto, pela possibilidade de inadequacéo das
amostras devido a coleta tardia, seriam necessarios estudos de imunohistoquimica
para complementar a investigacao pela pesquisa de antigenos do VZIK e Alphavirus
no tecido fixado em formol.

Os resultados negativos, obtidos neste estudo ndo excluem a importancia de que
estudos de vigilancia continua em PNH continuem sendo realizados visto que ja foi
comprovada circulagao de VZIK em PNH no Brasil, especialmente na regido nordeste
,onde foram realizados os estudos de Favoretto e colaboradores, que detectaram
o genoma do VZIK em amostras de sangue de PNH em 2016, bem como ja foram
encontradas evidéncias sorologicas de circulagéo tanto do VZIK quanto de Alphavirus
em PNH desta mesma regiao, em 2017 (MOREIRA-SOTO et al., 2018) sinalizando
assim a importancia da vigilancia nesses animais (GALVAO-BUENO et al., 2016).

Considerando a participacédo dos PNH nos ciclos de manutencéo silvestre de
Alphavirus cuja circulagdo é confirmada no pais, como o VCHIK e o VMAY, o surto de
VCHIK ocorrido em 2014, e a evidéncia sorologica destes virus em PNH detectada por
Moreira-Soto e colaboradores em 2017, o presente estudo reafirma a necessidade de
realizacéo de estudos de vigilancia para deteccao destes virus em PNH, fundamentando
a importancia destes, como animais sentinelas.

O estudo realizado por Favoretto et al. (2016), trabalhou com amostras coletadas
em periodo préximo a coleta do material trabalhado no presente estudo, sugerindo que
poderia ser detectado a presenca do VZIK nestas amostras. Portanto, este achado,
sugere que o VZIK pode estar desenvolvendo um processo adaptativo que possibilite
sua manutencdo em um ciclo silvestre. O estudo de Moreira-Soto et al. (2018), no
entanto, ndo conseguiu detectar o genoma viral, porém, tratando-se de amostra de
soro, foi possivel realizar sorologia e encontrar evidéncias de que houve contato dos
PNH analisados, com o VZIK e com Alphavirus. Ressaltamos a importancia da vigilancia
para a melhor compreenséao do ciclo de manutencéo destes arbovirus no Brasil, para
que medidas profilaticas sejam tomadas no momento e locais certos a fim de ser
reduzir o niumero de casos de doencas causadas por estes e, consequentemente, as
sequelas causadas na populacéo brasileira.

51 CONCLUSAO

Embora, tenhamos observado resultados negativos para o VZIK na amostragem
analisada por RT-qPCR, néo se pode eliminar a possibilidade de circulagcao de VZIK
e Alphavirus entre os PNH do Brasil, uma vez que, ja foi comprovada a infeccéo por
VZIK em PNH silvestres do nordeste do pais no inicio do ano de 2016, o que sugere
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a necessidade de se efetuar a vigilancia mais frequente e direcionada para o VZIK
entre estes animais. Além disso, por se tratar de uma regido endémica, estudos dessa
natureza sao fundamentais para o monitoramento da dispersao e da adaptacao desses
arbovirus a diferentes hospedeiros na natureza.
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